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BEVEZETÉS 
 
A gazdaságilag fejlett országok halálozási statisztikáiban 
évtizedek óta vezetı halálokok a különbözı létfontosságú szervek 
ereit érintı (elsısorban az agyi, a szív- és egyéb érrendszeri) 
betegségek. Az e betegségekhez vezetı, valamint az ezeket 
szövıdményként okozó kórképek (pl. cukorbetegség, metabolikus 
szindróma) jól ismert rizikófaktorai közé tartoznak a vér 
különbözı zsírnemő összetevıinek, a szérum lipideknek a 
változásai, összefoglalóan az úgynevezett dyslipidaemiák. Az ide 
tartozó elváltozások a következık: a szérum összes koleszterin, a 
triglicerid, az alacsony sőrőségő lipoprotein (LDL = low density 
lipoprotein) szintjének emelkedése, valamint a magas sőrőségő 
lipoprotein (HDL = high density lipoprotein) szintjének 
csökkenése.   
Az elmúlt években sok felfedezés történt a fent felsorolt 
súlyos és gyakori betegségek genetikai hátterének, genetikai 
meghatározottságának kutatásában. Olyan genetikai variánsokat 
ismertünk meg, amelyek összefüggésbe hozhatók az egyes 
elváltozások patogenezisével.  
A szérum lipidek szállítását és bizonyos metabolizmusát az 
úgynevezett apolipoproteinek (APO A-B-C-E) szabályozzák. Az 
APOA5 gén által kódolt ApoA-V fehérje a szérum triglicerid 
szintjének szabályozásában játszik központi szerepet, s az APOA5 
gén defektusai kóros szérum triglicerid szintet vonhatnak maguk 
után (Pennacchio 2001, 2002, Eichenbaum-Voline 2004). 
A dolgozatom alapjául szolgáló kutatásokban ezzel, az 
apolipoprotein A5 gén variánsainak – az átlag magyar népességet, 
metabolikus szindrómás valamint stroke-os betegeket érintıen – a 
szérum triglicerid szintjére gyakorolt hatásával foglalkozom. 
Bár az emberi génállomány nagyobb részt minden emberben 
azonos, van egy bizonyos olyan változatosság, egy olyan 
polimorfizmus-profil, amely minden egyénre egyedileg jellemzı. 
Az azonosságok és a polimorfizmusok vizsgálatával – reményeink 
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szerint – egy idı után lehetıség nyílik a betegségek genetikai 
szinten történı diagnosztizálására, és ugyancsak a genetikai 
szinten történı javítására és/vagy gyógyítására, személyre szabott 
medicinára is.  
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CÉLKITŐZÉSEK 
 
Az átlag magyar népességben elıforduló, különbözı szérum 
triglicerid koncentrációjú egyének APOA5 génjének egyes 
variánsainak vizsgálatával a következı céljaink voltak: 
 
1.  Az APOA5 gén -1131C, 56G, IVS3+476A és 1259C alléljeinek 
feltérképezése a magyar populációban, az allélok gyakoriságának 
összehasonlítása más, az irodalomból ismert populációs adatokkal.  
 
2.  Az APOA5 gén gyakori természetes variánsainak (T-1131C, 
C56G, IVS3+G476A és T1259C) vizsgálata a szérum triglicerid 
szintekkel összefüggésben.  
 
3. Az APOA5 haplotípusok elıfordulási gyakoriságának 
vizsgálata. 
 
4. A haplotípusok és a szérum triglicerid szintek esetleges 
asszociációjának felderítése. 
 
További célul tőztük ki különbözı betegcsoportok (metabolikus 
szindróma és stroke) vizsgálatát, az APOA5 gén polimorfizmusai 
és a szérum triglicerid szint összefüggésének vonatkozásában: 
 
5. Található-e összefüggés metabolikus szindrómás betegek 
APOA5 gén alléljeinek típusai és a betegek szérum triglicerid 
szintje között? 
 
6. Felfedezhetı-e az elızıhöz hasonló kapcsolat stroke-os 
betegeknél is, és van-e különbség a különbözı stroke-os 
alcsoportok között? 
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ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 
Betegek 
Az átlag magyar népesség APOA5 variánsainak 
vizsgálataihoz használt vérminták a Vas Megyei Markusovszky 
Lajos Általános, Rehabilitációs és Gyógyfürdı Kórház, Egyetemi 
Oktató Kórház szombathelyi telephelyén mőködı Központi 
Laboratóriumából származtak.  
A metabolikus szindrómás (MSZ) és a stroke-os betegek 
elemzéséhez a minták részben az Orvosi Genetikai Intézet 
biobankjában található archívumból kerültek ki, részben a gyulai 
Pándy Kálmán Kórház Neurológia és Agyérbetegségek 
Osztályáról származtak.  
Az egyes elemzésekhez kialakított betegcsoportoknál a 
Hardy-Weinberg equilibrium elvárásainak minden csoport 
megfelelt. 
Módszerek 
Polimeráz láncreakció (PCR) 
A DNS mintákat EDTAval alvadásgátolt perifériás vér 
fehérvérsejtjeibıl nyertük rutin kisózásos módszerrel (Miller 
1988). A rendelkezésünkre álló DNS mintákból a vizsgálni kívánt 
szakaszokat általunk tervezett polimeráz láncreakcióval 
amplifikáltuk. A módszer tervezéséhez az AY422949 azonosítójú 
szekvenciát alkalmaztuk. A reakcióelegyet minden vizsgálatunknál 
50 µl végtérfogatra állítottuk össze, melyhez 200 µM dNTP 
oldatot, 1 U Taq polimeráz enzimet (10 U/µl), 5 µl puffer oldatot 
(500 mM KCl, 14 mM MgCl2, 10 mM Tris-HCl; pH 9,0), 0,2 mM 
megfelelı primerpárt (Metabion International AG, Martinsried, 
Germany) és 1 µg DNS templátot használtunk. 
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Restriction fragment length polymorphism (RFLP) módszer 
A restrikciós endonukleázokkal történı hasításhoz 10-15 µl 
PCR terméket használtunk fel. A restrikciós hasítás tervezésénél 
minden esetben arra törekedtünk, hogy az enzimnek a 
felsokszorozott DNS szakaszban a genotípustól függetlenül legyen 
egy obligát hasítási helye, amely segítségével meggyızıdhetünk 
az enzim megfelelı mőködésérıl. A keletkezett fragmenteket 3%-
os etídium-bromiddal festett agaróz gélben analizáltuk UVIdoc 
géldokumentációs rendszer segítségével. 
 
DNS szekvencia meghatározás és analízis 
Eredményeink alátámasztása érdekében mindkét irányból 
történı direkt szekvenálással meghatároztuk néhány minta 
nukleotidsorrendjét. A vizsgálatot ABI Prism 3100 Avant típusú 
automata szekvenáló készüléken végeztük (Applied Biosystems, 
Foster City, CA, USA). A kapott szekvenciák referencia-
szekvenciával történı összehasonlítását a Winstar genetikai 
programcsomaggal végeztük (DNASTAR Inc., Madison, WI, 
USA). 
 
Statisztikai kiértékelés 
A klinikai adatokat minden esetben átlag ± SEM értékként 
kezeltük. A változók eloszlását Kolmogorov-Smirnov teszttel 
vizsgáltuk. Ha a változók normál eloszlást mutattak, akkor az 
úgynevezett paraméteres próbákat; nem normál eloszlású változók 
esetén nem paraméteres próbákat alkalmaztunk. Minden esetben 
Kruskal-Wallis-teszttel állapítottuk meg, hogy van-e különbség az 
egyes csoportok értékei között. A csoportok klinikai és 
laboratóriumi paraméterei közötti különbségek páronkénti 
összehasonlításához normál eloszlású, diszkrét változók esetében 
χ
2
 tesztet alkalmaztunk. Normál eloszlású, folytonos változóknál a 
két csoport paramétereit Student-féle páros t-teszttel vizsgáltuk. 
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Nem normál eloszlású változók esetén pedig Mann-Whitney 
tesztet alkalmaztunk. A szignifikancia határértékét (p) minden 
esetben 0,05-nél állapítottuk meg. 
A korreláció elemzéséhez és az esélyhányadosok 
megadásához logisztikus regressziós modellt használtunk. A 
konfidencia intervallum minden esetben 95%-os volt. A 
statisztikai analíziseket MS Excel, SPSS 11.5 és SAS programok 
segítségével végeztük (SPSS Inc, Chicago, IL; SAS Institute Inc, 
Cary, NC, USA). 
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AZ EREDMÉNYEK ÖSSZEFOGLALÁSA 
 
Metabolikus szindrómás páciensek APOA5 allél variánsai és 
szérum triglicerid szintjei közötti kapcsolat vizsgálata  
 
Ezen vizsgálatokat több részletben végeztük. Egyrészt 
elemeztük MSZ-s betegekben az IVS3+G476A és a T1259C 
variáns elıfordulási gyakoriságát, ezeknek a szérum triglicerid 
szintjével való kapcsolatát (A). Másrészt elemeztük az APOA5 gén 
különbözı haplotípusainak a MSZ-s betegekben való gyakoriságát 
(B). Harmadrészt – TG szintjeik alapján – kvartiliseket 
alakítottunk ki a MSZ páciensek között, és ezen kvartilisekben 
vizsgáltuk az APOA5 gén négy variánsának elıfordulási 
gyakoriságát (C).  
 
A. Metabolikus szindrómás betegek APOA5 bizonyos allél 
variánsai és szérum triglicerid szintek 
Ezen vizsgálatainkhoz 213 MSZ-s beteg mintáit használtuk. 
A betegek közül 99 férfi és 114 nı volt. Átlagéletkoruk: 61,09 + 
1,01 év (25 – 82 évesek). 
A kapott eredmények alapján megállapíthatjuk, hogy a 
IVS3+G476A és a T1259C variánsok tekintetében a minor 
alléleket hordozó MSZ-s betegekben a szérum triglicerid szint 
szignifikánsan magasabb a nem-hordozókhoz viszonyítva. 
Ezen eredmények ellenére a többszörös logisztikai 
regressziós analízis csak a IVS3+G476A variánsnál talált 
kapcsolatot a MSZ elıfordulásával, s ezt a T1259C variáns 
tekintetében nem tudta megerısíteni. 
 
B. A metabolikus szindrómás betegek haplotípusai 
A haplotípus analízis egy másik tanulmányban történt. Ezen 
vizsgálatokhoz 343 MSZ-s páciens mintáit használtuk; nemek 
szerinti megoszlás: 149 férfi és 194 nı; életkoruk: 60,9 + 0,58 év 
(25 – 81 évesek). 
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Az APOA5 gén különbözı haplotípusait az alábbi táblázat 
mutatja. 
 
Allél variánsok 
Haplotípusok T-1131C 
IVS3 G 
+476A T1259C C56G 
APOA5*1 T G T C 
APOA5*2 C A C C 
APOA5*3 T G T G 
APOA5*4 C G T C 
APOA5*5 T G C C 
 
Eredményeinkbıl az látszik, hogy az elemzett MSZ-s 
páciensek különbözı haplotípusai közül a magasabb szérum 
triglicerid szinttel szignifikáns korrelációt a 2-es haplotípus 
mutatott.  
 
C. Négy, triglicerid szint szerinti kvartilisben a vizsgált APOA5 
allél variánsok gyakorisága 
Vizsgálataink ezen részéhez 325 metabolikus szindrómás 
páciens (141 férfi és 184 nı, átlag életkoruk: 60,5 + 10,8 év, 
eloszlásuk: 23 – 74 éves korig) mintáit használtuk. 
A trigicerid szintek alapján négy kvartilist alakítottunk ki. 
Q1: TG < 1,38 mmol/L, Q2: 1,38 – 1,93 mmol/L, Q3: 1,94 – 2,83 
mmol/L és Q4: > 2,83 mmol/L. 
Eredményeink szerint – a C56G allél variáns kivételével a 
többi három variánsnál – lépcsızetes emelkedés mutatkozott az 
allélfrekvenciák tekintetében. Ez a lépcsızetes emelkedés ezen 
három allélnál a harmadik és a negyedik kvartilisben volt 
szignifikáns (az elsı kvartilishez viszonyítva). 
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Stroke-os betegek APOA5 allél variánsainak és szérum 
triglicerid szintjeinek elemzése 
 
Munkánk ezen részében is az elızıekben is vizsgált négy 
leggyakoribb variáns elıfordulását elemeztük egy másik, 
nevezetesen stroke-os betegcsoportban.  
 
1. A T-1131C APOA5 variáns vizsgálata 
A kapott eredmények alapján megállapítható, hogy a vizsgált 
-1131C genetikai variánst hordozóknál – a nem-hordozókhoz 
viszonyítva – a szérum triglicerid szint szignifikánsan magasabb. 
 
2. A C56G APOA5 variáns vizsgálata 
Vizsgáltuk továbbá az egyes stroke-os alcsoportokban 
(Adams 1993) az APOA5 gén C56G variánsa és a szérum 
triglicerid szintjének a kapcsolatát is.  
A kapott eredmények azt mutatják, hogy az APOA5 gén 
C56G variánsának tekintetében a vizsgált három stroke-os 
alcsoportban az 56G variánst hordozó betegek szérum triglicerid 
szintje szignifikánsan magasabb volt, a nem-hordozók triglicerid 
szintjeihez viszonyítva. 
 
3.  A T1259C és IVS3+G476A variánsok vizsgálata 
Végül – a stroke-os betegekben is – megvizsgáltuk az 
APOA5 gén további két, gyakori variánsának (T1259C és 
IVS3+G476A) és a szérum triglicerid szintek közötti kapcsolatát.  
Az eredményekbıl szembetőnik, hogy a kontroll csoporthoz 
viszonyítva mindhárom stroke-os alcsoport szérum triglicerid 
értékei szignifikánsan magasabbak. Ez a szignifikancia még 
szembetőnıbb, ha nem az egyes stroke-os alcsoportokat, hanem a 
stroke-os betegeket együtt elemezzük.  
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Átlag magyar népesség APOA5 allél polimorfizmusainak és 
szérum triglicerid szintjeinek kapcsolata 
 
A vizsgálathoz 436 személy (235 férfi és 201 nı) – 
átlagéletkoruk 60,5 + 10,1 év, legfiatalabb 23, legidısebb 74 év – 
EDTA-val alvadásgátolt vérmintáit használtuk fel. A vizsgálati 
alanyokat a szérum triglicerid szintjeik alapján négy kvartilisbe 
osztottuk; nevezetesen, q1: TG < 1,31 mmol/L, q2: TG = 1,31 – 
2,90 mmol/L, q3: TG = 2,91 – 4, 85 mmol/L és q4: TG > 4,85 
mmol/L.  
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Az APOA5 gén promóter régiójában található T-1131C variáns 
vizsgálata 
 
 
        
 
 
A folyamatos vonallal összekötött pontok a T-1131C minor 
variáns elıfordulási gyakoriságát jelentik az egyes kvartilisekben. 
Megállapítható, hogy a harmadik és negyedik kvartilisbe tartozó 
személyek szignifikánsan nagyobb arányban hordozzák ezt a 
variánst az elsı kvartilis pácienseihez viszonyítva. A 
szignifikancia a negyedik kvartilisre nézve erısebb, mint a 
harmadik kvartilis tekintetében (p < 0,001 illetve p = 0,001). A 
második kvartilis értékei nem mutattak szignifikáns változást a 
legalacsonyabb szérum triglicerid koncentrációjú személyekhez 
viszonyítva. 
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Az APOA5 gén intronikus IVS3+G476A variánsának vizsgálata 
 
         
 
 
Az IVS3+G476A minor variánsainak vizsgálata a -1131C 
variánshoz hasonló eredményeket mutatott. 
Az elemzés eredményeként az látható, hogy az elsı 
kvartilisben elıforduló variánsok arányához képest szignifikáns 
eltérés a harmadik és negyedik kvartilisben lelhetı fel. A 
szignifikancia szintje a negyedik kvartilis tekintetében erısebb 
volt, mint a harmadik kvartilist tekintve (p < 0,001 illetve p = 
0,006). 
A második kvartilisbe tartozó személyek ezen variáns tekintetében 
sem mutattak szignifikáns változást az elsı kvartilis pácienseihez 
viszonyítva. 
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Az APOA5 gén T1259C variáns vizsgálata 
 
 
     
 
 
 
Az eredmények az elızı két variáns vizsgálati 
eredményeihez voltak hasonlatosak. Nevezetesen, a harmadik és 
negyedik kvartilis pácienseiben található allélok gyakorisága 
szignifikáns eltérést mutatott az elsı kvartilis pácienseihez 
viszonyítva. 
Ezen APOA5 minor variáns tekintetében a rizikó allélek 
gyakoriságát a harmadik kvartilisben 11,1%-nak, a negyedikben 
20,6%-nak találtuk.  
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Az APOA5 gén harmadik exonjában található C56G variáns 
vizsgálata 
 
 
      
 
 
Az elızı három variánsnál kapott eredményekkel ellentétben itt 
csak a negyedik kvartilis mutatott szignifikáns különbséget (p< 
0,001) az elsı kvartilissel történt összehasonlításnál. A C56G 
minor variáns elıfordulási gyakorisága az elsı kvartilisben 5,64%-
nak, a másodikban 6,31%-nak, a harmadikban 6,94%-nak, míg a 
negyedikben 11,9%-nak bizonyult.  
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 Az APOA5 haplotípusok 
 
Ezen eredmények szerint az APOA5*1-es haplotípusának 
elıfordulási gyakoriságában nem találtunk különbséget az egyes 
kvartilisek között. Az APOA5*2-es haplotípusánál a harmadik és 
negyedik kvartilis pácienseinél, míg az APOA5*3-as 
haplotípusánál kizárólag a negyedik kvartilisnél mutatkozott 
szignifikáns különbség az egyes kvartilisben észlelhetı haplotípus 
elıfordulási gyakoriságához viszonyítva. A szignifikancia szintek 
mindhárom esetben p < 0,05 értéknek adódtak. 
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KÖVETKEZTETÉSEK 
 
1. A metabolikus szindrómás betegeket vizsgálva 
elmondható, hogy a –1131C, IVS3+476A, 1259C alléleket 
hordozók szérum triglicerid szintje szignifikánsan magasabb, mint 
a nem-hordozó egyéneké. A C56G variáns esetében ez az 
összefüggés nem kimutatható. 
2. A metabolikus szindrómás betegek haplotípus elemzésének 
eredménye alapján az APOA5*1/2-2/2 hordozása szignifikánsan 
magasabb szérum triglicerid szinttel jár együtt, míg ez a többi 
haplotípusnál nem kimutatható. 
3. A stroke-os betegekben vizsgált allélek hordozása és a 
szérum triglicerid szintjének kapcsolata terén végzett elemzésekbıl 
megállapítható, hogy a szérum triglicerid szint mind a négy 
polimorfizmus hordozása esetén, minden stroke alcsoportban 
szignifikánsan magasabb. 
4. Az apolipoprotein A5 variánsainak és a szérum triglicerid 
szintjének kapcsolatát vizsgálva elmondható, hogy a –1131C, 
IVS3+476A, 1259C és 56G alléleknek az átlag magyar 
népességben való elıfordulási gyakorisága és a magasabb szérum 
triglicerid szintek között szignifikáns, lépcsızetesen emelkedı 
összefüggés van. 
5. Ez az összefüggés a –1131C, IVS3+476A, 1259C allélek 
vonatkozásában a 2,91 mmol/L-nél magasabb TG értékekkel (q3; 
q4) rendelkezı egyének esetében igazolható, míg az 56G 
variánsnál csak a 4,85 mmol/L-nél magasabb TG értékekkel (q4) 
rendelkezıknél volt megtalálható, az elsı kvartilis, azaz a 
legalacsonyabb szérum triglicerid szintő páciensekkel szemben 
(TG<1,31 mmol/L). 
6. Az átlag magyar népesség apolipoprotein A5 gén egyes 
haplotípusait tekintve – a legalacsonyabb szérum triglicerid szintő 
csoporthoz viszonyítva – az alábbiakat találtuk: 
a. Az APOA5*1/1 haplotípus elıfordulási gyakoriságában 
nem volt szignifikáns eltérés az egyes kvartilisek között. 
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b. Az APOA5*1/2-2/2 haplotípus a 2,91 mmol/L-nél 
magasabb TG értékekkel (q3; q4) rendelkezı páciensek 
esetében, míg az APOA5*1/3-3/3 haplotípus a 4,85 
mmol/L-nél magasabb TG értékekkel (q4) bíró 
személyeknél volt szignifikánsan gyakoribb, az elsı 
kvartilishez viszonyítva. 
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INTRODUCTION 
 
The cardiovasculare diseases are the leader causes of death in 
the developed countries for several decades. Among the risk 
factors of these diseases – beside many others – are dyslipidemias. 
Dyslipidemias include the elevation of serum total cholesterol, 
triglyceride and the low density lipoprotein (LDL), and the lower 
HDL (high density lipoprotein) level.   
In the last few years numerous genetic variants had been 
discovered in the background of the above diseases. We have 
already got to know genetic variants that may play a role in the 
pathogenesis of these diseases.  
Serum lipid transportation is performed and some metabolic 
steps are ruled by the so called apolipoproteins (APO A-B-C-E). 
The ApoA-V protein encoded by APOA5 gene plays a role in the 
regulation of the serum triglyceride level. The defects of APOA5 
gene can cause elevation of the triglycerides (Pennacchio 2001, 
2002, Eichenbaum-Voline 2004).  
In my PhD work I analyzed the possible roles of 
apolipoprotein A5 gene’s natural variants on serum triglyceride 
levels in general Hungarian population, metabolic syndrome and 
stroke patients.  
Although the majority of the human genes among people are 
very similar, there is variability, a polymorphism profile that is 
very special in every single person. With the examination of this 
polymorphism in the different diseases – by our best hope – the 
medicine will be able to cure more and more diseases and can 
open a new era in the healing by the so-called personalized 
medicine.  
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MAIN AIMS OF THE STUDY 
 
Our aims were to investigate the connections between the serum 
triglyceride levels and the APOA5 gene variants in general 
Hungarian population. 
 
1.  Our aim was to study the APOA5 gene -1131C, 56G, 
IVS3+476A and 1259C alleles in general Hungarian patients, and 
to compare these alleles' frequencies with the literature.   
 
2.  Are there connections among the APOA5 gene variants (T-
1131C, C56G, IVS3+G476A and T1259C) and the serum 
triglyceride levels? 
 
3. What is the frequency of the APOA5 haplotypes in the general 
Hungarian population? 
 
4. Are there connections between the haplotypes and the serum 
triglyceride levels?  
 
In addition we wanted to investigate the APOA5 gene and serum 
triglyceride level connections in other diseases, namely in 
metabolic syndrome (MS) and stroke patients.  
 
5. Are there or not any relations between APOA5 gene variants of 
metabolic syndrome patients and serum triglyceride levels?  
 
6. Could we find similar connections between these (APOA5 gene 
variants and serum triglyceride levels) in stroke patients and is 
there a difference among the different subgroups of stroke?  
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MATERIALS AND METHODS 
Patients 
The DNA materials for the APOA5 gene investigation of 
general Hungarian population were originated from the 
Markusovszky Hospital of Vas County.  
The patient and control samples examined for metabolic 
syndrome and stroke patients were selected from the sample 
collection of our department’s Biobank, which belongs to the 
Central National Biobank Network of Hungary (www.biobank.hu), 
and were collected in the Pandy Kalman Hospital, Gyula. During 
the collection and use of DNA samples the regulations of the local 
ethical committee and those of the Helsinki Declaration in 1975 
were followed; we had an informed consent from the patients. We 
have put their anonymous DNA back into the Biobank for possible 
future use. 
The allele frequencies of all APOA5 variants studied were 
in Hardy-Weinberg equilibrium in each group. 
 
Methods 
Polymerase chain reaction (PCR) 
The genomic DNA was obtained from peripheral blood 
leucocytes using a standard salting out method. The examined 
parts of the available DNAs were amplified with polymerase chain 
reactions. The GenBank reference sequence signed by AY422949 
accession number was applied for the study design. The 
amplifications in all molecular analyses were carried out in a final 
volume of 50 µl containing 200 µM of each dNTP, 0.2 mM of 
each primer, 5 µl of reaction buffer (containing 500 mM KCl, 10 
mM Tris-HCl, 14 mmol/L MgCl2, pH 9.0), 1U of Taq polymerase 
(10 U/µl) and 1 µg extracted DNA as template.  
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Restriction fragment length polymorphism (RFLP) 
For RFLP assays 10-15 microlitres of PCR products were 
digested with 1U of appropriate restriction endonuclease with 10x 
enzyme buffer incubating on the appropriate temperature. The 
primers were designed to create obligatory cleavage sites of the 
proper restriction enzymes in the amplicons independently from 
the genotype to control the efficacy of the digestion. The 
fragments received were electrophoresed through an ethidium-
bromide-stained 3% agarose gel and were analyzed with UVIdoc 
gel documentation system. 
 
DNA sequencing and analyses  
To validate our genotyping results bidirectional sequencing 
was performed for some samples. The examinations were carried 
out using ABI Prism 3100 Avant Genetic Analyser (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA). The sequence alingments 
were made using Winstar genetic program (DNASTAR Inc., 
Madison, WI, USA). 
 
Statistical evaluation 
Our data were expressed as mean±SEM. The distributions of 
the variables were examined using the Kolmogorov-Smirnov test. 
If the variables showed Gaussian distribution, we applied 
parametric tests. For variables with no Gaussian distribution, we 
applied nonparametric tests. In all statistical analyses, we checked 
for possible differences among all groups and subgroups using the 
Kruskal-Wallis test. Pair wise analyses of differences between 
groups in discrete clinical and laboratory parameters with normal 
distribution χ2 tests were used. Continuous variables with normal 
distribution were analyzed with Student’s t-tests. For comparison 
of differences between groups in continuous variables with skewed 
distribution Mann-Whitney U tests were applied. Correlations 
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were analyzed and crude/adjusted odds ratios (OR) were 
ascertained using multiple logistic regression models. The 
confidence intervals and p-values of significance were established 
95% and 0.05 for all analyses. All statistical analyses were 
performed using MS Excel, SPSS 11.5 and SAS packages (SPSS 
Inc, Chicago, IL; SAS Institute Inc, Cary, NC, USA). 
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RESULTS 
 
The connections between the APOA5 natural allelic variants of 
metabolic syndrome patients and serum triglyceride levels  
 
This section of our study had three parts:  
A. The IVS3+G476A and T1259C allelic variants and their 
relations with serum triglyceride levels. 
B.   The APOA5 gene haplotypes in metabolic syndrome patients. 
C.  The frequencies of APOA5 gene allelic variants in metabolic 
syndrome patients by serum triglyceride quartiles.  
 
A. IVS3+G476A and T1259C allelic variants by different serum 
triglyceride levels in metabolic syndrome patients 
213 MS patients – 99 male and 114 female – were aged of 
61,09 + 1,01 years (25 – 82 year). 
We found significantly higher serum triglyceride level in 
IVS3+G476A and T1259C natural allelic variants of MS patients. 
However by multiple logistic regression analysis there was 
significant connection found only between IVS3+G476A and 
serum triglyceride level in MS patients but not in T1259C allelic 
variant.  
 
 
B. Different haplotypes of MS patients 
Of the 343 MS patients were 158 male and 185 female (aged: 
60,5 + 10,08 years (23 – 74 year).  
 
 
 
 
 
 
 
 8 
The APOA5 gene haplotypes are shown in the following 
chart. 
 
Allelic variants 
Haplotypes T-1131C 
IVS3 G 
+476A T1259C C56G 
APOA5*1 T G T C 
APOA5*2 C A C C 
APOA5*3 T G T G 
APOA5*4 C G T C 
APOA5*5 T G C C 
 
In our results we found significant correlation only with the 
*2 haplotype and the serum triglyceride levels in MS patients.  
 
 
C. APOA5 gene allelic variants in quartiles of serum triglyceride 
levels  
In this part of our investigation DNA material used was 
obtained from 141 male and 184 female MS patients, aged 60,5 + 
10,8 years (23 – 74 year).  
The quartiles were as follows: q1: TG < 1,38 mmol/L, q2: 
1,38 – 1,93 mmol/L, q3: 1,94 – 2,83 mmol/L and q4: > 2,83 
mmol/L. 
We found a step wise connection with TG levels by all allelic 
variants except for C56G. These significant connections were in 
the third and fourth quartiles.  
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Investigation of the connections between APOA5 natural allelic 
variants and serum triglyceride levels in stroke patients  
 
1. Investigation of T-1131C APOA5 allele 
The results show a significantly higher serum triglyceride 
level at the -1131C allelic variant-carrier patients than at the non-
carrier ones.  
 
2. The C56G APOA5 variant 
We examined the connection between APOA5 gene C56G 
variant and serum triglyceride level in different stroke subgroups 
(the grouping was by Adams 1993).  
Our results show a significantly higher serum triglyceride 
level in all stroke subgroup patients with APOA5 56G variant than 
in the non-carrier patients.  
 
3.  Investigation of the T1259C and IVS3+G476A allelic variants 
Finally we have investigated the connection between the 
other two frequent variants (T1259C and IVS3+G476A) of 
APOA5 gene and the serum triglyceride level in stroke patients.  
The connection between the APOA5 allelic variant stroke 
(each subgroup) patients and their serum triglyceride level is 
significant. This significance is more powerful when the 
comparison is performed for the overall patient group (all 
subgroups) compared to separate analysis of the stokre subgroups.  
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Correlations between general Hungarian population’s APOA5 
allelic polymorphism and serum triglyceride levels  
 
436 patients’ (235 men and 201 women) – 60,5 + 101 years, 
the youngest was 23, the oldest was 74  – EDTA- anticoagulated 
samples were analyzed. Four quartiles (q1-4) were created 
according to the serum triglyceride level: q1: TG < 1,31 mmol/L, 
q2: TG = 1,31 – 2,90 mmol/L, q3: TG = 2,91 – 4, 85 mmol/L and 
q4: TG > 4,85 mmol/L.  
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Investigation of the APOA5 gene promoter region’s T-1131C 
allelic variant 
 
    
 
 
The continuous line links the data points of frequency of T-
1131C minor variant in the quartiles, in the different serum 
triglyceride level patients.  
We can conclude that the -1131C APOA5 variant’s frequency 
is significantly higher in the third and fourth quartiles’ patient 
groups, compared to the first quartile’s. The significance is more 
powerful in the fourth quartile than in the third quartile (p < 0.001 
and p = 0.001, respectively). We didn’t find a significant 
difference in the second quartile’s patients with regard to this 
allelic variant. 
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Examination of APOA5 gene IVS3+G476A intronic variant 
 
   
 
 
Our results were similar to the T-1131C allelic variant in the 
examination of the IVS3+G476A minor variant as well.  
The frequency of this two allelic variant was higher in the 
third and fourth quartiles compared to the first one. The 
significance was stronger in the fourth than in the third quartiles (p 
< 0.001 and p = 0.006, respectively).  
Similarly to the T-1131C allele, the IVS3+G465A minor 
allele carrier patients of the second quartile also did not show 
significant difference compared to those belonging to the first one.  
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Investigation of the APOA5 gene T1259C allelic variant 
 
 
 
 
The results were almost the same as they were in the case of 
the two previous APOA5 minor variants. Namely, the frequency of 
T1259C allelic variant was significantly higher only in the third 
and in the fourth quartiles compared to the first one. 
The allelic frequency in the third quartile was 11,1% and in 
the fourth quartile 20,6%. 
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Examination of the APOA5 gene C56G variant located in the third 
exon 
 
   
 
 
In this quartile, in the frequency of C56G APOA5 minor variant 
was significantly different (p < 0.001) only in the fourth quartile 
compared to the first one. The frequency of this variant was 5,64% 
in the first, 6,31% in the second, 6,94% in the third and 11,9% in 
the fourth quartile.  
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 APOA5 haplotypes 
 
We didn’t find significant difference among the quartiles 
with regard to the frequency of APOA5*1 haplotype. But our 
results showed significant difference in the frequency of APOA5*2 
haplotype among patients of the third and fourth quartiles, while in 
the fourth quartile the APOA5*3 haplotype showed an increased 
prevalence as well compared to the first quartile. The level of 
significance in all three groups was p < 0.05. 
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SUMMARY 
 
1. The serum triglyceride level was significantly higher in the 
case of carriers of the APOA5 gene –1131C, IVS3+476A, 1259C 
allelic variants but not in the case of C56G variant in metabolic 
syndrome patients.  
2. Our analysis revealed a significant correlation between the 
carriership of APOA5*1/2-2/2 haplotype and the serum 
triglyceride level in metabolic syndrome patients but no such 
correlation was found in case of the other haplotypes.  
3. In stroke patients – in each subgroup – we got a significant 
association between the serum triglyceride level and each APOA5 
allelic variant.  
4. In general Hungarian population the connection of the 
serum triglyceride level and the frequency of all four allelic 
variants (–1131C, IVS3+476A, 1259C and 56G) of APOA5 gene is 
significant. This connection shows a stepwise elevation from 
quartile to quartile.    
5. But this significance at the –1131C, IVS3+476A, 1259C 
allelic variants was noticed only at q3 and q4 group (serum 
triglyceride > 2,91 mmol/L) compared to the q1 (serum 
triglyceride level < 1,31 mmol/L). The association of the 56G 
variant with serum triglyceride was significant only in q4.  
6. The haplotype analysis of APOA5 gene in average 
Hungarian patients with different serum triglyceride level revealed 
that:  
a. There was no significant difference in the prevalence of 
APOA5*1/1 haplotype among the quartiles.  
b. The APOA5*1/2-2/2 haplotype frequency was 
significantly higher in patients with serum triglyceride 
level higher than 2,91 mmol/l (q3; q4); while the 
APOA5*1/3-3/3 haplotype frequency was significantly 
elevated only among q4 patients (where serum 
triglyceride level is higher than 4,85 mmol/L).  
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